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(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER EXPRESSION EINES ZIELGENS UND MEDIKAMENT ZUR THE- 
RAPIE EINER TUMORERKRANKUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
apoptosis of a tumor cell, whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
strand SI has a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which is comprised of fewer than 25 consecutive 
nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifTt ein Verfahren £ur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden 
oder verhindernden Expression mindestens eines Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen turn Zielgen zumindesl abschnittsweise komplementaren aus weniger 
als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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V rfahren zur Hemmung der Expression in s Zielgens und Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion mindestens eines Zielgens in einer Zelle sowie ein Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung. 

Aus. der WO 99/32619 ist ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens mittels einem doppelstrangigen Oligoribo- 
nukleotid bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hem- 
mung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. 
Dazu ist es erforderlich, dafi das doppelstrangige Oligoribo- 
nukleotid eihe zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange 
von mindestens 25 Basen aufweist. 

Ein Verfahren zur Hemmung der Expression, eines Zielgens in 
einer Zelle sowie ein Medikament sind aus der WO 00/44895 be- 
kannt. Bei dem Verfahren wird ein Oligoribonukleotid mit dop- 
pelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle eingefuhrt. Ein 
Strang der dsRNA weist einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise. komplementaren aus hochstens 49 auf einanderf ol- 
genden Nukleotidpaaren bestehenden Bereich auf . Das Medika- 
ment enthSlt mindestens eine dsRNA zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zum 
Zielgen zumindest abschnittsweise komplementar ist. 

Aus Gautschi 0. et al. (2001), J Natl Cancer Inst 93, Seiten 
463 bis 471 ist es bekannt, daS eine erhohte Expression der 
anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bcl-2 und Bcl-xL an der 
Entwicklung und dem Fortschreiten vieler Tumore beteiligt 
ist. In Nacktmausen erzeugte in vivo-Daten belegen, dafi mit 
einer kombinierten Behandlung mit gegen die Expression von 
Bcl-2- und Bcl-xL-Genen gerichteten einzelstrSngigen Anti- 
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sirm-Oligonukleotiden ein Wachstum von Tumoren um etwa 50 bis 
60% verringert werden konnte. Dazu war eine Behandlung mit 20 
mg Oligonukleotiden pro Kilogramm Korpergewicht und Tag er- 
forderlich. Durch diese grofie Menge erf orderlicher Oligonu- 
kleotide ist die Behandlung verhaltnismafiig teuer. Daruber 
hinaus konnen die eingesetzten einzelstrangigen Oligonukleo- 
tide schnell im Serum abgebaut werden. Die hohe Oligonukleo- 
tidmenge ist erf orderlich, weil ein Antisinn-Oligonukleotid 
letztendlich in einer Menge in Zielzellen eingebracht werden 
mu£, die mindestens genauso grofi ist wie die Menge der dort 
vorhandenen mRNA des Zielgens. Mit dem Verfahren wurde ledig- 
lich eine Verringerung des Wachstums, nicht jedoch eine Ruck- 
bildung der Tumore erreicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile. nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
Verfahren und ein Medikament angegeben werden, mit dem die 
Vermehrung von Tumorzellen ef fektiv und kostengunstig gehemmt 
werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 13 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den An- 
. spruche 2 bis 12 und 14 bis 26. 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Hemmung ei- 
ner die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden Oder verhindern- 
den Expression mindestens eines Zielgens vorgesehen, wobei 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefiihrt wird, deren einer Strang SI einen 
zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementSren, aus we- 
. niger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehenden Be- 
reich aufweist. Unter dem "Zielgen" wird der DNA-Strang der 
doppelstrangigen DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher 
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komplementar zu einem bei der Transkription als Matrize die- 
nenden DNA-Strang einschlieSlich aller transkribierten Berei- 
che ist. Bei dem Zielgen handelt es sich also im allgemeinen 
um den Sinn-Strang. Der Strang SI kann somit komplementar zu 
einem bei der Expression des Zielgens gebildeten ENA- 
Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt, wie z.B. einer 
mRNA, sein. Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem oder 
zwei RibonukleinsSure-Strangen bestehende Ribonukleinsaure 
eine doppelstrangige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide 
der dsRNA mussen Watson-Crick-Basenpaarungen aufweisen. Ins- 
besondere einzelne nicht komplementare Basenpaare beeintrach- 
tigen' das Verfahren kaum oder gar nicht. Die maximal mogliche 
Zahl der. Basenpaare ist die Zahl der Nukleotide in dem klirze- 
sten in der dsRNA enthaltenen Strang. Unter "eingefuhrt wer- 
den" wird das Aufnehmen in die Zelle verstanden. Das Aufneh- 
men kann durch die Zelle selbst erfolgen. Es kann aber auch 
durch Hilfsstoffe oder Hilfsmittel vermittelt werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS mit diesem Ver- 
fahren die Vermehrung von Tumorzellen mit einer erheblich ge- 
ringeren Menge an Oligoribonukleotiden gehemmt werden kann, 
als Oligonukleotide zum Erzielen eines vergleichbaren Ergeb- 
nisses bei der herkommlichen Antisinn-Technik erforderlich 
sind. Dariiber hinaus ist es mit dem erf indungsgemaSen Verfah- 
ren moglich, in einer Population von Tumorzellen in einem 
solchen Ausmafi Apoptosen auszulosen, daS nicht nur das Wachs- 
turn der Population, sondern die Gesamt'zahl der Tumorzellen 
verringert wird. Bei Durchfuhrung des Verfahrens mit norma - 
len, d.h. nicht transf ormierten, Zellen bewirkt das Verfahren 
gegemiber einem mit einer Kontroll-dsRNA durchgefuhrten Ver- 
fahren keine signifikante Erhohung der Apoptoserate. Die Kon- 
troll-dsRNA ist eine dsRNA, welehe keinen zu einem in den 
Zellen vorkommenden Gen komplementar en Strang aufweist. 
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Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
oder 3/ Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
5 weist. Eine solche dsRNA weist gegeniiber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige Uberhange an mindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Henunung der Expression des Zielgens 
auf. Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in welchern ein 
5 1 - und ein 3 ' -Strangende vorliegen. Eine nur aus dem Strang 
1.0 SI bestehende dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und 
nur ein Ende auf. Eine aus dem Strang Si und einem Strang S2 
gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
weils von einem auf dem Strang Si und einem auf dem Strang S2 
liegenden Strangende gebildet.. 

15 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige Uberhang am 
3 ' -Ende des Strangs SI. Diese Lokalisation des einzelstrangi- 
gen Uberhangs fiihrt zu einer weiteren Steigerung der Effizi- 
enz des Verfahrens. In einem Ausf iihrungsbei spiel weist die 

20 dsRNA.nur an einem, insbesondere dem am 3 1 -Ende des Strangs 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang auf. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA 
glatt, d.h. ohne OberhSnge, ausgebildet. Eine solche dsRNA 
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in 

25 Blutserum als besonders bestandig erwiesen. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, vorzugs- 
weise 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Eine 
dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der In- 
30 hibition des Zielgens. Der Strang SI der dsRNA kann weniger 
als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 
21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleptide 
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ist zugleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Ba- 
senpaare. 

Mindestens ein Ende der dsRNA kann modifiziert werden, urn ei- 
nem Abbau in der Tumor zelle oder einer Dissoziation der dop- 
pelstrangigen Struktur entgegenzuwirken. Weiterhin kann der 
durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt der 
doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemische Verknupfung/en erhoht werden. Die 
chemische Verkniipfung kann durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
werden. Sie kann auch durch in der doppelstrangigen Struktur 
anstellevon Purinen benutzten Purinanaloga gebildet werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des. Verfahrens ist. das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesondere 
Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Es ist auch moglich, daS mehrere 
Gene Zielgene sind. So konnen sowohl Bcl~2 als auch Bcl-xL 
Zielgene sein. Die Hemmung der Gene der Bcl-2-Familie ist be- 
sonders gunstig, weil deren verstarkte Expression mit der 
Entwicklung und der Vermehrung vieler Tumor zellen in Zusam- 
menhang steht. Die Hemmung mehrerer Zielgene ist vorteilhaft, 
weil es Tumorzellen gibt, welche mehrere anti-apoptotisch 
wirkende Gene exprimieren. 

Vorzugsweise besteht die dsRNA aus einem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 2 oder einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und 
. dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemaS dem anlie- 
genden Sequenzprotokoll . Eine solche dsRNA ist in der Hemmung 
der Expression des Zielgens Bcl-2 besonders wirksam. Bei der 
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Tumorzelle kann es sich um eine Pankreaskarzinomzelle han- 
deln. Zum Einbringen der dsRNA in die Tumorzelle kann eine 
die dsRNA umschlieSende micellare Struktur, vorzugsweise ein 
Liposom, oder ein die dsRNA umschliefcendes Kapsid verwendet 
5 werden. Das Kapsid kann insbesondere ein virales naturliches 
Kapsid oder ein auf chemischem oder enzymatischem Weg herge- 
stelltes kunstliches Kapsid oder eine davon abgeleitete 
Struktur sein. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Medikament zur Therapie 
einer Tumor erkrankung, das mindestens eine doppelstrangige 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Hemmung einer Expression minde- 
stens eines Zielgens enthalt, wobei ein Strang SI der dsRNA 
einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 
aus weniger als 25 auf einanderfolgenden Nukleotiden bestehen-- 
den Bereich aufweist. Das Zielgen ist dabei ein Gen, dessen 
Expression eine Apoptose von Tumorzellen hemmt . .oder. verhin- 
dert. Das. Medikament 1st so zu dosieren, daS die Hemmung der 
Expression mindestens eines Zielgens erreicht werden kann. 
Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dafi ein solches Medika- 
ment dazu sehr niedrig dosiert eingesetzt werden kann. Eine 
Dosierung von 5 mg dsRNA pro Kilogramm Korpergewicht und Tag 
sind ausreichend, um in den Tumorzellen eine Hemmung oder 
vollstandige Unterdruckung der Expression des Zielgens zu er- 
reichen. Bei einer solch niedrigen Dosierung werden Nebenwir- 
kungen weitgehend ausgeschlossen. 

Vorzugsweise w.eist zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2. oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
30 strangigen uterhang auf. Der einzelstrSngige Uberhang kann 
sich am 3*-Ende des Strangs SI befihden. Besonders bevorzugt 
weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang 
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auf. Es hat sich herausgestellt , dafi eine solche dsRNA im 
Korper besonders bestandig ist. Sie wird in Blut langsamer 
abgebaut bzw. ausgeschieden als eine dsRNA mit einzelstrangi- 
gen Uberhangen an beiden Enden. Dadurch ist eine niedrige Do- 
5 sierung moglich. 

Der komplementare Bereich kann 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 
23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Der Strang SI kann 
weniger als 30, vorzugsweise wehiger als 25, besonders vor- 

10 zugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Bei einer Ausfuh- 
rungsform ist mindestens ein Ende der dsRNA modif iziert , um 
einem Abbau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entge- 
genzuwirken. Der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhalt der doppelstrangigen Struktur kann durch minde- •■ 

15 stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknlip-.- 
fung/en erhoht sein. 

Das Zielgen ist vorzugsweise mindestens ein Gen der Bcl-2- 
Familie, insbesondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Besonders ef- 
20 fizient ist ein Medikament, welches eine sowohl fur das Ziel- 
gen Bcl-2 als auch fur das Zielgen Bcl-xL spezifische dsRNA 
aufweist. 

Die dsRNA kann aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
25 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafi dem anliegenden Sequenzproto- 
koll bestehen. Die mit dem Medikament zu behandelnde Tumorer- 
krankung kann ein Pankreaskarzinom sein. Fur das Pankreaskar- 
30 zinom existiert bislang keine ausreichend erfolgreiche Thera- 
pie. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt bei circa 3% und ist 
die niedrigste aller Karzinome. Die dsRNA kann in dem Medika- 
ment in einer Losung oder von einer micellaren Struktur, vor- 
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zugsweise einem Liposom, oder einem Kapsid umschlossen vor- 
liegen. Eine micellare Struktur oder ein Kapsid kann die Auf- 
nahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern. Das Medika- 
ment kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intravendsen 
oder intraperitonealen Injektion oder zur Injektion direkt in 
ein Tumorgewebe, geeignet ist. Eine zur Inhalation oder In- 
jektion geeignete Zubereitung kann im einfachsten Fall aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer 
phosphatgepuf f erten Salzldsung, und der dsRNA bestehen. Es 
hat sich n&mlich iiberraschenderweise herausgestellt, dafi eine 
lediglich in einem solchen Puffer gelost dsRNA von den Tumor- 
zellen aufgenommen wird und die Expression des Zielgens 
hemmt, ohne dafi die dsRNA dazu in ein besonderes Vehikel ver- 

packt werden mufi. . 

■ 

Nachfolgend werden anhand der Figuren Beispiele der Erfindung 
erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die prozentuale Apoptoserate von humanen Pankreas- 
karzinomzellen YAP C 120 Stunden nach Transfektion 
mit einer zu einer ersten Sequenz aus dem humanen 
Be 1-2 -Gen komplement&ren dsRNA 1, 

Fig. 2 die prozentuale Apoptoserate der YAP C-Zellen 120 
Stunden nach Transfektion mit einer zu einer zwei- 
ten Sequenz aus dem humanen Bcl-2-Gen komplementa- 
ren dsRNA 2 und 



Fig. 3 die prozentuale Apoptoserate von YAP C-Zellen 120 
Stunden nach Transfektion "mit einer zu 'einer Se- 
quenz aus dem Noemycin-Resistenzgen komplementaren 
. dsRNA 3. 
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Zellen der humanen Pankreaskarzinomzellinie YAP C, welche un- 
ter der Nr. ACC 382 von der Deutschen Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen, Braunschweig bezogen werden konnen, 
wurden unter konstanten Bedingungen bei 37 °C, 5% C0 2 in RPMI 
1640-Medium (Fa. Biochrom, Berlin) mit 10% fdtalem KSlberse- 
rum (FKS.) und- 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Humane 
Hautf ibroblasten wurden unter den gleichen Bedingungen in 
Dulbecco's MEM mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin 
kultiviert. 

Die fur Transf ektionen eingesetzten doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide weisen folgende, im Sequenzprotokoll mit SEQ ID 
N0:1 bis SEQ ID N0:6 bezeichneten, Sequenzen auf : 

dsRNA 1, welche zu einer.ersten Sequenz aus dem humanen Bcl- 
2 -Gen komplementar ist: 

S2: 5'- cag gac cue gec gcu gca gac c-3 ' (SEQ ID NO: 1) 
SI: 3'-cg guc cug gag egg cga cgu cug g-5 1 (SEQ ID NO: 2) 

dsRNA 2, welche zu einer zweiten Sequenz aus dem humanen Bcl- 
2 -Gen komplementar ist: 

S2: 5 1 - g ecu uug ugg aac ugu acg gcc-3 1 (SEQ ID NO: 3) 
SI: 3 ' -uac gga aac ace uug aca ugc cgg-5 1 (SEQ ID NO: 4) 

dsRNA 3, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin-Resistenz- 
Gen komplementar ist: 

S2: 5'- c aag gau gag gau cgu uuc gca-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3'-ucu guc cua cue cua gca aag eg -5' (SEQ ID NO: 6) 
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Die Trans fektionen wurden in einer 6-Well-Platte mit Oligo- 
fectamine (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) durchgef iihrt . Pro Well 
wurden 250.000 Zellen ausgesetzt. Die Transfektion der dop- 
pelstrangigen Oligoribonukleotide wurde nach dein von Invitro- 
5 gen fur Oligof ectamine empfohlenen Protokoll durchgefiihrt 
(Angaben beziehen sich auf 1 Well einer 6-Well-Platte) : 

10 \ll des doppelstrangigen Oligoribonukleotids (0,1 - 10 \M) 
wurden mit 175 ^1 Zellkulturmedium ohne ZusStze verdiinnt. 3 

10 \il Oligofectamine wurden mit 12 \il Zellkulturmedium ohne Zu- 
satze verdiinnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Das so verdunnte Oligofectamine wurde zu den bereits verdiinn- 
ten doppelstrangigen Oligoribonukleotiden gegeben, gemischt 
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit 

15 wurden die zu trans fizierenden Zellen einmal mit Zellkultur- 
medium ohne Zusatze gewaschen und 800 |il frisches Zellkultur- 
medium zugegeben. Danach wurden pro Well 200 fAl des beschrie- 
benen Oligof ectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so daS das 
Endvolumen fur die Transfektion 1000 |xl betrug. Hierdurch er- 

20 gibt sich eine Endkonzentration der doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide von 1-100 |1M. Der Transf ektionsansatz wurde vier 
Stunden bei 37°C bebriitet. Danach wurden pro Well 500 ^1 
Zellkulturmedium mit 30% FKS zugegeben, so daS die Endkonzen- 
tration an FKS 10% betrug. Dieser Ansatz wurde fur 120 Stun- 

25 den bei 37°C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Uberstande gesammelt, die Zel- 
len mit phosphatgepuf ferter Salzlosung (PBS) gewaschen, mit- 
tels Trypsin abgel5st und 10 Minuten mit 100 g zentrifugiert . 
30 Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit hypotoner 
Propidiumjodidlosung 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
Die Analyse erfolgte durchf luSzytometrisch in dem Fluores- 



WO 02/055692 



PCT/EP02/00151 



11 

zenz-unterstiitzten Zellsortierer FACSCalibur (Fa. BD GmbH, 
Heidelberg) . 

Die doppelstrSngigen Oligoribonukleotide dsRNA 1 und dsRNA 2 
5 verringern die durch Bcl-2 vermittelte Hemmung der Apoptose 
in den untersuchten humanen Pankreaskarzinomzellen. Zur Aus- 
losung bzw. Einleitung der Apoptose ist keine zusatzliche 
Stimulation der Apoptose erforderlich. Die Apoptoserate stieg 
in Abhangigkeit von der Inkubationszeit an. Fig. 1 zeigt das 

10 mit der dsRNA 1 und Fig. 2 das mit der dsRNA 2 erzielte Er- 
gebnis. Wahrend unbehandelte YAP OKontrollzellen und Zellen, 
mit welchen das beschriebene Verfahren zur Transf ektion ohne ' 
doppelstrangiges Oligoribonukleotid durchgefuhrt wurde (mock- 
transf izierte Zellen) , nur 3,8% und 7,1% Apoptose nach 120 

15 Stunden Inkubation aufwiesen, konnte durch Transf ektion mit 
100 nM dsRNA die Apoptoserate. nach 120 Stunden auf 37,2% bei 
Transf ektion mit dsRNA 1 und 28,9% bei Transf ektion mit dsRNA 
2 gesteigert werden. Die Kontroll transf ektion mit der dsRNA 3 
fiihrte zu einer maximalen Apoptoserate von 13,5%. Das stellt 

20 keine signifikante Steigerung gegenuber den mocktransf izier- 
ten Zellen dar und belegt die Sequenzspezif itat der Wirkung 
der dsRNAs 1 und 2 . 

Zur Kontrolle wurden auch Hautf ibroblasten als nicht trans- 
25 formierte Zellen mit den dsRNAs 1 und 2 transf iziert . Diese 
Zellen zeigten nach 120 Stunden keinen signif ikantes Anstei- 
gen der Apoptoserate. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle 
hemmenden oder verhindernden Expression mindestens eines 
5 Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonu- 

kleins&ure (dsRNA) in die Tumorzelle eingefuhrt wird, de- 
ren einer Strang SI einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufeinan- 
derfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstr&ngigen Uberhang aufweist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
sich der einzelstrangige Uberhang am 3 1 -Ende des Strangs- 

15 SI befindet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA nuran einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

20 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich der dsRNA 19 bis 24, bevorzugt 
21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 

25 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide auf- 

weist . 

7. Verfahren nach einem der vorhergrehenden Anspruche, wobei 
mindestens ein Ende der dsRNA modifiziert wird, urn einem 
Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation entgegen- 

30 zuwirken. 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammen- 
halt der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, 
weitere chemische Verknupfung/en erhoht wird. 

5 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbe- 
sondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 
als auch Bcl-xL Zielgene sind. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 die dsRNA aus einem Strang S2 mit der Seguenz SEQ ID NO: 

1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder ei- 
nem Strang S2 mit der Seguenz SEQ ID NO: 3 und dem. Strang 
SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafi dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht. 

15 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Tumorzelle eine Pankreaskarzinomzelle ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA mittels einer die dsRNA umschliefienden micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder eines die 

20 dsRNA umschliefienden Kapsids, in die Tumorzelle einge- 

bracht wird. 

13 . Medikament zur Therapie einer Tumorerkrankung enthaltend 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) 
zur Hemmung einer die Apoptose von Tumorzellen hemmenden 

25 oder verhindernden Expression mindestens eines Zielgens, 

wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen zumindest 
abschnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufein- 
anderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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14. Medikament nach Anspruch 13, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

15. Medikament nach Anspruch 13 oder 14, wobei sich der ein- 
5 zelstrangige Oberhang am 3 1 -Ende des Strangs SI befindet. 

16. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 15, wobei die 
dsRNA nur an einem,- insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

17. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 16, wobei der 
komplement&re Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 23, 
insbesondere 22, Nukleotide aufweist. . 

18 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 17, wobei der 
Strang SI weniger als 30, yorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24,. Nukleotide aufweist. 

19-. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 18, wobei min- 
destens ein Ende der dsRNA modifiziert ist, urn einem Ab- 
. bau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 

20. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 19, wobei der 
durch komplementSre Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wei- 
tere chemische Verknupfung/en erhoht ist. 

21 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 20, wobei das 
5 Zielgen" mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesonde- 
re Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 als 
auch Bcl-xL Zielgene sind. 
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22 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 21, wobei die 
dsRNA aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 
und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 

5 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafe dem anliegenden Se- 

quenzprotokoll besteht. 

23 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 22, wobei die 
Tumorerkrankung ein Pankreaskarzinom ist. 

24. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 23, wobei die 
10 dsRNA in dem Medikament in einer Losung oder von einer 

micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder ei- 
nem Kapsid umschlossen vorliegt.- 

25 . Medikament nach einem der Anspruche. 13 bis 24, wobei das. 
Medikament eine . Zubereitung. aufweist, die zur Inhalation, 

15 oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intrave- 

nosen oder intraperitonealen Injektion oder zur Injektion 
direkt in ein Tumorgewebe, geeignet ist. 

26 . Medikament nach Anspruch 25, wobei die Zubereitung aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere 

20 eiher phosphatgepuf f erten Salzlosung, und der dsRNA be- 

steht. 



25 



WO 02/055692 



PCT/EP02/00151 



1/3 




F'g. I 



WO 02/055692 



PCT/EP02/00151 



2/3 



50n 




Kontrolle Mock- 1 hmol/1 10rimoi/l IOOnmol/1 



transfetcllon 



Fig. 2 



WO 02/055692 



PCT/EP02/00151 



3/3 



50-i 
40- 




Kontroile ..Mock- 1 nmol/l 10nmolA 100nmol/l 

transfektlon 



Fig. 3 



WO 02/055692 



1 



PCT/EP02/00151 



S EQUENZ PROTOKOLL 

<110> Ribopharma AG 

5 <120> Tumormedikament 

<130> 412012GA 

<140> 
10 <141> 

<160> 6 

<170> Patentln Ver. 2.1 

15 

<210> 1 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

20 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des humanen Bcl-2-Gens 
komplementaren dsRNA 

25 

<400> 1 

caggaccucg ccgcugcaga cc . 22 

30 <210> 2 . 
<211> 24 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bel -2 -Gens komplementaren dsRNA 

40 <400> 2 

ggucugcagc ggegagguce uggc 24 



<210> 3 
45 <211> 22" . 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

50 <223> Beschreibung der ktostlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des humanen Bcl-2-Gens 
komplementaren dsRNA 

<400> 3 

55 gecuuugugg aacuguaegg cc 22 

<210> 4 
<211> 24 
60 <212> RNA . 

<213> KQnstliche Sequenz 



WO 02/055692 PCT/EP02/00151 



10 



15 



20 



<220> 

<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bcl-2-Gens komplementSren dsRNA. 

<400> 4 

ggccguacag uuccacaaag gcau 24 



<210> 5 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
komplementaren dsRNA ■ 

<400> 5 

caaggaugag gaucguuucg ca 22 



25 <21Q> 6 
<211> 23 
<212>.RNA 

<213> KOnstliche Sequenz . 
30 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

An tis inn- Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplementSren dsRNA 



35 



<400> 6 

gcgaaacgau ccucauccug ucu 



23 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VERdFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Buro 




(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

18. Juii 2002 (18.07.2002) pct WO 02/055692 A3 



(51) Internationale Paten tklassifi Ration 7 : 
A61K 31/713, C12N 15/88, A61P 35/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



C12N 15/11, 



PCT/EP02/00151 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

9. Januar 2002 (09.01.2002) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

101 00 586.5 9. Januar2001 (09.01.2001) DE 

(71) Anmelder (furalle Bestimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): RIBOPHARMA AG [DE/DE]; Universitatsstrasse 
30, 95447 Bayreuth (DE). 

(72) Erfmder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfur US): KREUTZER, Roland 

[DE/DE]; Universitatsstrasse 30, 95447 Bayreuth (DE). 
LIMMER, Stefan [DE/DE]; Universitatsstrasse 30, 
95447 Bayreuth (DE). VORNLOCHER, Hans-Peter 
[DE/DE]; Universitatsstrasse 30, 95447 Bayreuth (DE). 
HADWIGER, Philipp [DE/DE]; Universitatsstrasse 
30, 95447 Bayreuth (DE). GEICK, Anke [DE/DE]; 
Universitatsstrasse 30, 95447 Bayreuth (DE). OCKER, 
Matthias [DE/DE]; Beethovenstr. 15, 91052 Erlangen 
(DE). HEROLD, Christoph [DE/DE]; Spardofer Str. 40, 
91054 Erlangen (DE). SCHUPPAN, Detlef [DE/DE]; 
Baumzeil 2, 91088 Bubenreuth (DE). 



(74) Anwalt: GASSNER, Wolfgang; Nagelsbachstrassc 49 a, 
91052 Erlangen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, 
SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, 
US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), 
OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, 
ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Verdffentlicht: 

— mit inter nationalem Recherchenbericht 



(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen 



Recherchenberichts: 



12. Juni 2003 



Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklfirungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER EXPRESSION EINES ZTELGENS UND MEDIKAMENT ZUR THE- 
RAPIE EINER TUMORERKRANKUNG 

fN 
OS 

\& (57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
if) apoptosis of a tumor cell, whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
l/^ strand SI has a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which is comprised of fewer than 25 consecutive 
^ nucleotides. 
fN 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose eincr Tumorzelle hemmenden 
^ oder verhindemden Expression mindestens eines Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 

die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren aus weniger 
^ als 25 aufeinanderfolgenden NukJeotiden bestehenden Bereich aufweist. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



1 



Internatlt^Mvppiicatlon No 

PCT/EF 02/00151 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , . . 

IPC 7 C12N15/11 A61K31/713 C12N15/88 A61P35/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and (PC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in Ihe fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, SEQUENCE SEARCH 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 9 Citation of document, wfth Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 98 05770 A (ROTHBARTH KARSTEN ;J0SWIG 
GABY (DE); WERNER DIETER (DE); SCHUBERT) 
12 February 1998 (1998-02-12) 
the whole document 

W0 99 32619 A (CARNEGIE INST OF WASHINGTON 
; MONTGOMERY MARY K (US); FIRE ANDREW () 
1 July 1999 (1999-07-01) 
the whole document 

W0 00 44914 A (FARRELL MICHAEL 0 ;LI YIN 
XI0NG (US); KIRBY MARGARET L (US); MEDIC) 
3 August 2000 (2000-08-03) 
the whole document 

W0 00 44895 A (KREUTZER ROLAND ;LIMMER 
STEP HAN (DE)) 3 August 2000 (2000-08-03) 
the whole document 

-/-- 



1-26 



1-26 



1-26 



1-26 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



^ j Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

•A' document defining the general state ot the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
*E* earlier document but published on or after the International 

filing date 

V document which may throw doubts on priority clalm(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to Ihe international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

■X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document Is taken alone 

■V document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



8 January 2003 



Date of mailing of the International search report 



27/01/2003 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 MV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 851 epo nl, 
Fax (+31-70)340-3016 



Authorized officer 



Armando! a, E 



Form PCT7ISV210 (second sheet] (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Internatlc^Appllcatlon No 

PCT/eT02/O0151 



C.(Contlnuatlon) DOCUMEfTTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with Indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



Y,P 



Y,P 



BASS BRENDA L: "Double-stranded RNA as a 
template for gene silencing" 
CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA, US, 
vol . 101, no. 3, 

28 April 2000 (2000-04-28), pages 235-238, 
XP002194756 
ISSN: 0092-8674 
figure 1 

ZAM0RE PHILLIP D ET AL: "RNAi : 
Double-stranded RNA directs the 
ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 
nucleotide Intervals" 
CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA, US, 
vol. 101, no. 1, 

31 March 2000 (2000-03-31), pages 25-33, 
XP002208683 
ISSN: 0092-8674 
the whole document 

AMBR0S VICTOR: "Dicing up RNAs" 
SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE, , US, 
vol. 293, no. 5531, 

3 August 2001 (2001-08-03), pages 811-813, 
XP002183122 
ISSN: 0036-8075 
the whole document 

GAUTSCHI 0., TSCHOPP S., OLIE R.A. ET AL: 

"Activity of a novel 

bcl -2/bcl -xL-b1 speci f 1 c ant 1 sense 

oligonucleotide against tumors of diverse 

histologic origins." 

J. NATL. CANCER INST. , 

vol. 93, no. 6, 

21 March 2001 (2001-03-21), pages 463-471, 
XP00900327O 

cited in the application 
the whole document 

WO 94 01550 A (AGRAWAL SUDHIR ;HYBRID0N 
INC (US); TANG JIN YAN (US)) 
20 January 1994 (1994-01-20) 



1-26 



1-26 



1-26 



1-26 



Form FC77ISA/210 (eontimaticn of second shee!) [Juh/ 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Inflation on patent family members 


Intematl^^Application No 

PCT/EF02/00151 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9805770 A 12-02-1998 DE 19631919 Al 12-02-1998 

WO 9805770 A2 12-02-1998 
EP 0918853 A2 02-06-1999 



WO 9932619 



01-07-1999 



AU 743798 B2 

AU 1938099 A 

CA 2311999 Al 

EP 1042462 Al 

JP 2002516062 T 

W0 9932619 Al 



W0 0044914 



03-08-2000 



AU 2634800 A 

EP 1147204 Al 

W0 0044914 Al 

US 2002114784 Al 



07-02-2002 
12-07-1999 
01-07-1999 
11-10-2000 
04-06-2002 
01-07-1999 



18-08-2000 
24-10-2001 
03-08-2000 
22-08-2002 



WO 0044895 


A 


03- 


■08-2000 


DE 


19956568 Al 


17-08-2000 










AT 


222953 T 


15-09-2002 










AU 


3271300 A 


18-08-2000 










WO 


0044895 Al 


03-08-2000 










DE 


10080167 D2 


28-02-2002 










DE 


50000414 Dl 


02-10-2002 










EP 


1144623 Al 


17-10-2001 










EP 


1214945 A2 


19-06-2002 


WO 9401550 


A 


20- 


-01-1994 


AT 


171210 T 


15-10-1998 










AU 


4770093 A 


31-01-1994 










CA 


2139319 Al 


20-01-1994 










CZ 


9403332 A3 


12-07-1995 










DE 


69321122 Dl 


22-10-1998 










EP 


0649467 Al 


26-04-1995 










FI 


946201 A 


30-12-1994 










HU 


69981 A2 


28-09-1995 










JP 


8501928 T 


05-03-1996 










NO 


945020 A 


28-02-1995 










NZ 


255028 A 


24-03-1997 










PL 


307025 Al 


02-05-1995 










WO 


9401550 Al 


20-01-1994 



rorm PCT/1SA/210 {patsnJ family annex) (July 1992) 



INTERNATIONALEBRECHERCHENBERICHT 



IntematlJ^fes Aktenzelchen 

PCT/EF 02/00151 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES , 

IPK 7 C12N15/H A61K31/713 C12N15/88 A61P35/00 



Nach der Internal lonaten PatentktasslflKatlon (1PK) Oder nach der nallonaten Ktassilikatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und KlasslfikaUonssymbole ) 
IPK 7 C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, sowe'rt diese unter die recherchlerten Geblete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche koneullierte elektronlsche Datenbank (Name derDatenbank undevU. veiwendete SuchbegriKe) 

EPO-Internal, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit eiforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden TeBe 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 05770 A (ROTHBARTH KARSTEN ;J0SWIG 
GABY (DE); WERNER DIETER (DE); SCHUBERT) 
12. Februar 1998 (1998-02-12) 
das ganze Dokument 

W0 99 32619 A (CARNEGIE INST OF WASHINGTON 
; MONTGOMERY MARY K (US); FIRE ANDREW () 
1. Juli 1999 (1999-07-01) 
das ganze Dokument 

WO 00 44914 A (FARRELL MICHAEL J ;LI YIN 
XI0NG (US); KIRBY MARGARET L (US); MEDIC) 
3. August 2000 (2000-08-03) 
das ganze Dokument 

WO 00 44895 A (KREUTZER ROLAND ;LIMMER 
STEPHAN (DE)) 3. August 2000 (2000-08-03) 
das ganze Dokument 

-/- 



1-26 



1-26 



1-26 



1-26 



a 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Stehe Anhang Paienttamllle 



0 Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen : 
'A' Veroffentichung, die den allgemeinen Stand der Technik definlerl, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

*E a alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem Intemationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden 1st 

*L* Veroffentlichung, die geekjnet 1st, elnen Priorltaisanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerMfentilchungsdatum einer 
anderen 1m Recherchenberlcht genanntcn VerSffentllchung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 
ausgefQhrt) 

■O 1 Veroffentlichung, die sich auf eine mflndliche Offenbarung, 

elne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaGnahmen bezieW 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prloritatsdatum veroffenMcht worden ist 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem PrtorftStsdatum verdffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erlindung zugrundettegenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Th eerie angegeben Isf 

•X' Veriffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspructite Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
efflnderischerTatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer TaUlgkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerSffentllchung mlt elner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dlese Verbindung fur elnen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Milglled derselben Patentfamllie 1st 



Datum des Abschlusses der Intemationalen Recherche 



8. Januar 2003 



Absendedatum des intemationalen Recherchenbertchts 



27/01/2003 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherche nbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV RI]SWi|k 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nt, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollrnachtigter Bediensteter 

Armandola, E 



Foimblatt PCT/ISA/210 (Blatl 2) {Jutl 1992) 



INTERNATIONALER^RECHERCHENBERICHT 



Internatiog^es Aktenzeichen 

PCT/ET02/00151 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLlCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie 0 Bezeichnung der VerSffentlichung, soweft erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



Y,P 



Y,P 



BASS BRENDA L: "Double-stranded RNA as a 
template for gene silencing" 
CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA, US, 
Bd. 101, Nr. 3, 

28. April 2000 (2000-04-28), Seiten 
235-238, XP002194756 
ISSN: 0092-8674 
Abblldung 1 

ZAM0RE PHILLIP D ET AL: "RNA1 : 
Double-stranded RNA directs the 
ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 
nucleotide intervals" 
CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA, US, 
Bd. 101, Nr. 1. 

31. Marz 2000 (2000-03-31), Seiten 25-33, 
XP002208683 
ISSN: 0092-8674 
das ganze Dokument 

AMBROS VICTOR: "Dicing up RNAs" 
SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE,, US, 
Bd. 293, Nr. 5531, 

3. August 2001 (2001-08-03), Seiten 
811-813, XP002183122 
ISSN: 0036-8075 
das ganze Dokument 

GAUTSCHI 0., TSCHOPP S., OLIE R.A. ET AL: 

"Activity of a novel 

bcl -2/bcl -xL-bi speci f i c anti sense 

oligonucleotide against tumors of diverse 

histologic origins." 

J. NATL. CANCER INST., 

Bd. 93, Nr. 6, 21. Marz 2001 (2001-03-21), 
Seiten 463-471, XP009003270 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 94 01550 A (AGRAWAL SUDHIR ;HYBRID0N 
INC (US); TANG JIN YAN (US)) 
20. Oanuar 1994 (1994-01-20) 



1-26 



1-26 



1-26 



1-26 



Fwmbtatt PCTOS/V2)0 (FortMlzungvon Blatt 2) (Jull 1008) 



INTERNAT10NALER 

Angaben zu Ver5ffentlichiM( 



=R RB 

iger^s. 



CHERCHENBERICHT 

zur selben Patentfamlfle gehOren 



Internal lo^^s Aktenzelcbsn 

PCT/EP 02/00151 



Im Recherchenberlcht 




r— ; 

Datum der 






Ha him dsr 


angBfuhrtes Patentdoku merit 




VerOlfentllchung 




Patentfamllle 


VerOffentlichung 


WO 9805770 


A 


12-02-1998 


DE 


19631919 Al 


12-02-1998 






WO 


9805770 A2 


12-02-1998 








EP 


0918853 A2 


02-06-1999 


WO 9932619 


A 


— _ — 

01-07-1999 


AU 


743798 B2 


07-02-2002 






AU 


1938099 A 


12-07-1999 








CA 


2311999 Al 


01-07-1999 








PP 


KU2462 Al 


11-10-2000 








OP 


2002516062 T 


04-06-2002 








wo 


9932619 Al 


01-07-1999 


WO 0044914 


A 


03-08-2000 


AU 


2634800 A 


18-08-2000 






EP 


1147204 Al 


24-10-2001 








WO 


0044914 Al 


03-08-2000 








US 


2002114784 Al 


22-08-2002 


WO UU44oyb 


A 
ft 


Uo UO £UUU 


nr 




17-08-2000 






AT 


222953 T 


15-09-2002 








AU 


3271300 A 


18-08-2000 








WO 


0044895 Al 


03-08-2000 








DE 


10080167 D2 


28-02-2002 








DE 


60000414 Dl 


02-10-2002 








EP 


1144623 Al 


17-10-2001 








EP 


1214945 A2 


19-06-2002 



WO 9401550 


A 


20-01-1994 


AT 


171210 T 


15-10-1998 








AU 


4770093 A 


31-01-1994 








CA 


2139319 Al 


20-01-1994 








CZ 


9403332 A3 


12-07-1995 








DE 


69321122 Dl 


22-10-1998 








EP 


0649467 Al 


26-04-1995 








FI 


946201 A 


30-12-1994 








HU 


69981 A2 


28-09-1995 








JP 


8501928 T 


05-03-1996 








NO 


945020 A 


28-02-1995 








NZ 


255028 A 


24-03-1997 








PL 


307025 Al 


02-05-1995 








WO 


9401550 Al 


20-01-1994 



Formbtatt PCT/lSA/210 (Arhar.g PatenUamiGo)fcJu!i t992) 



